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@ Fragments d’ADN portant des parties de I'information génétique des poliovirus, notamment du type PV1, et procédé
pour leur obtention.

@ L'invention concerne un fragment clonable originaire du
génome d'un poliovirus. I} est formé d’'un segment hybri-
dable & une partie du poliovirus du type PV-1, ce segment
codant pour les protéines de capside et pour les éventuelles
protéases nécessaires au découpage de celles-ci, cependant
essentiellement a 'exclusion d’un fragment hybridable avec
la partie terminale du poliovirus, comportant au moins 1,7 3
1,8 kilobases & partir de son extrémité terminale 3’ et codant
pour les protéines intervenant dans la réplication du poliovi-
rus.
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Fragments d' ADN portant des parties de l'information

génétique des poliovirus, notamment du type PV1, et
procédé pour leur obtention.

L'invention est relative i des fragments d4'ADN
ayant,au niveau de l'information génétique qu'ils con- .
tiennent, des parties en commun avec les poliovirus, de
préférence mais non exclusivement du type PV-1. En par-
ticulier, l'invention est relative 3 des ADN codant pour
les protéines de capside et pour les éventuelles proté-
ases nécessaires au découpage de celles-ci, cependant
essentiellement 3 l'exclusion d'un fragment hybridable
avec la partie terminale du‘poliovirus codant pour les
protéines intervenant dans la réplication du poliovirus.
Plus particuliérement encore, l'invention concerne de
tels ADN, qui comportent é&galement les nucléotides de
1l'extrémité 5' du poliovirus du type PV-1 (ou PV1).

Bien qu'ayant déji fait 1l'objet de nombreuses
études, la structure du génome du poliovirus PV-1 n'est
encore gque trés partiellement connue. Quelques sites de
restriction par des enzymes spécifiques ont dé&ji &té
décrits et localisés, mais la méconnaissance de la
carte de la majeure partie du génome a rendu impossible
d ce jour l'étude et la construction de fragments de’
longueur déterminée et.correspondant i des parties déter-
minées de ce génome.

L'ARN a cependant fait 1l'objet d'études poussées.
Les informations qui en ont été tirées contribuent certes
d une meilleure connaissance du génome lui-méme du polio-
virus. I1 a &té possible gréce 3 la digestion de cet ARN
par une RNase T1 (ou nucléase T1) d'isoler un certain
nombre d'oligonucléotides résistant 3 la RNase T1, de les
caractériser (référence 6) et méme de déterminer les em-
placements relatifs des séquences nucléotidiques du gé-

nome auxquelles correspondent lesdits oligonucléotides
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(21). Ces oligonucléotides seront dans ce qui suit dé-

signés par les mémes numéros que ceux utilisés par

Y.F. LEE (dans la publication 6). '

L'invention a pour but de remédier aux diffi-
cultés susmentionnées, notamment en ce qui concerne la
production de fragments 4'ADN de longueur déterminée,'
plus particuliérement de ceux portant l'information né-
cessaire pour diriger la synthése des propriétés antigé- .
niques, de préférence aussi immunogéniques,spécifiques
au poliovirus, cependant en l'absence des parfies du gé-
nome de ces derniers qui portent les génes leur confé-
rant un caractére infectieux.

L'invention a également plus particulidrement.
pour but la production de tels fragments, ceux-ci compre-
nant cependant la totalité des nucléotides spécifiques
de la région d'extrémité 5' du poliovirus.

L'invention découle de la découverte que le:
clonage dans une bactérie d'un hybride de cADN-ARN avait
abouti en fait 3 la production d'une multitude de clones
contenant des fragments de différentes longueurs et cor-
respondant respectivement & des régions différentes du
cADN entier suscepfible d'étre synthétisé i partir de
1'ARN du poliovirus PV-1. De plus l'invention tire pro-
fit de la combinaison qui a &té réalisée des techniques
d'analyse de ces divers fragments par des enzymes de res-
triction,d'une part, et de la technique d'hybridation
in situ qul peut @tre observée entre lesdits fragments
et divers nucléotides résistant & la RNase, d'autre part,
pour établir :

- les cartes de restriction d'un certain nombre des frag-
ments de cADN clonés,

- les positions relatives que devaient avoir ces mémes
fragments d'ADN vis-3-vis du cADN entier correspondant
au génome du poliovirus PV-1 et, par conséquent, la
carte de restriction correspondante du génome entier
du poliovirus PV-1.

En effet, on constate qu'apreés clonage aucun des
clones n'est en général capable de s'hybrider & tous les
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nucléotides résistant & la nucl&ase T1, que néanmoins
la plupart des clones conduisent 3 des hybridations avec
un seul oligonucléotide, voire avec quelgques oligonu-
cléotides résistant & la RNase Tilet coﬁnus pour s'hybrider
avec des zones voisines ou adjacentes du génome entier
du poliovirus. Il en est résulté la possibilité de pré-
ciser les positions relatives des fragments cADN clonés
vis-i-vis du génome entier, comme cela ressort de la
figure 1. Les analyses de restriction opérées sur les
différents fragments ont permis de déterminer leursposi-
tions relatives entre eux de fagon beaucoup plus précise,
par la mise en alignement des sites de restriction con-
tenus dans leurs parties communes.

La réalisation d'une carte de restriction du
génome entier du poliovirus sera explicitée plus loin 3
l'occasion de la description de l'ensemble desessais qui
ont &é réalisés pour aboutir & 1l'établissement de la
carte de restriction globale. '

La fragmentation du cADN (résultant de la "répa-
ration" par les cellules transformées elles-mémes des
fragments correspondants du cADN~ARN hybride) au cours
de l'opération de clonage initial &tait d'autant plus
inattendue que la synthé&se du cADN avait ét& amorcée par
1'0ligo(dT) au niveau du poly(A) terminal 3' de 1'ARN
viral, de sorte que l'on s'attendait & l'obtention de
cADN cloné ayant aussi une extrémité intacte 3'. Mais ce
résultat inattendu a &té transformé& en un avantage, puis-
qu'il a permis, 3 l'aide de la combinaison des techniques
évoquées ci-dessus, de réaliser la distribution des dif-
férehts fragments 4'ADN clonés obtenus, sur toute la lon-
gueur du cADN correspondant, par conséquent du génome lui-
méme .

Au titre des résultats inattendus, il faut &ga-
lement noter l'isolement de certains clones dont les frag-
ments de ces ADN d'insertion se sont révélés contenir 1la
séquence d'extrémité 5' entiére du poliovirus PV-1. Un
tel résultat ne pouvait pas etre obtenu par le clonage
en lieu et place de l'hybride cADN-ARN, du cADN lui-méme

correspondant au génome entier du virus, en raison de la
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formation bien connue d'une boucle de nucléotides altérant
l'extrémité 5', au cours de la formation du second brin
de ce cADN, sous l'action de la polymérase appropriée.

L'ADN selon l'invention est caractédrisé en
ce qu'il consiste ou est formé d'un segment hybridable
3 une partie du poliovirus du type PV-1, ce segment co-
dant pour les protéines de capside et pour les éventu-
elles protéases nécessaires au découpage de celles-ci,
cependant essentiellement 3 l'exclusion d'un fragment
hybridable avec la partie terminale du poliovirus, com-
portant au moins 1,7 3 1,8 kilobases 3 partir de son
extrémité terminale 3' et codant pour les protéines in-
tervenant dans la réplication du poliovirus.

Le procédé selon ltinvention pour obtenir un
tel ADN est alors caractérisé en ce que l'on réalise
une recombinaison génétique entre les fragments de cADN,
tels qu'ils ont &t& obtenus ci-dessus, aprés leur analyse
dans les conditions d8j3i évoquées, notamment par le re-
cours aux enzymes de restriction appropriés auxquels cor-
respondent des sites spécifiques dans les régions que les
divers fragments ont en commun, notamment selon la métho-
dologie qul sera donnée plus loin i propos de la réalisa-
tion d'un exemple.

Conformément 3 l'une des caractéristiqueé pré- |
férées de 1l'invention, 1'ADN sus-défini comprend, du
cOté de son extrémité 5', les nucléotides d'extrémité

du poliovirus du type PV-1, plus particulidrement la

séquence
, 10 20 30 40
(G)20 TTAAAACAGC TCTGGGGTTG TACCCACCCC AGAGGCCCAC
50 " 60 70 80 :
GTGGCGGCTA GTACTCCGGT ATTGCGGTAC CCTTGTACGC §
90 100 ;

CTGTTTTATA CTCCCTTCCC _ f
" En conformité avec les résultats des analyses ' §

de restriction dans les conditions qui seront indiquées
plus loin, 1'ADN selon l'invention peut également &tre
défini par référence 3 la série dessites de restriction
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successifs qu'il cdntient, dont les positions peuvent
alors étre déterminées, par exemple vis-3-vis d'un site
BamML, lui-méme situé i une distance de l'ordre de 0,7
kilopaires de bases (kb ou kbp selon les abréviations
utilisées plus loin) de 1l'extrémité 5' du génome du polio-
virus. Ces positions sont alors les suivantes (distances
exprimées en kb et affectées d'un signe "~-", pour ceux
des sites situés entre ladite extrémité 5' du génome du
poliovirus et du site BamHI considéré)

“Pst L 1,1 5 1,55 5 2,75
Pvu IT : 2,6
" Kpn I : =0,63 3 2,77 3 3,37
Bgl II : 4,9
Bam HI : -0,45 ; 1,4 3 3,9
Bal I : -0,05 ; 2,80 ;3 3 ; 4,25

Bst EII : 2,55 ;3 3,20

Bgl I : -0,66 ; 4,56

Bel I : 2,50 ; 3,25

Il va de soi que certains de ces sites pourront
disparaitre 3 l'occasion de délétions qui n'affecteraient
pas le caractére antigénique ou immunogénique des produits -
d'expression susceptibles d'@tre obtenus au terme de la
transformation de cellules appropriées par des vecteurs
contenant de tels fragments d'insertion. '

Dans la mesure ol il semble établi que la région
d'initiation de la traduction du génome du poliovirus
PV-1 est situe 3 une distance de l'ordre de 741 paires de
bases de l'extrémité 5' du génome, on peut envisager de
renoncer dans les fragments selon l'invention 3 1la région'
correspondante, cas dans lequel 1'ADN tel qu'il a été dé-
fini ci-dessus pourrait étre modifié par délétion de la
région d'extrémité 5! corresﬁondante. Par exemple
1'ADN selon l'invention peut alors 8tre caractérisé par
une extrémité 5' formée soit par le site Bam HI de réfé-
rence, lorsque toute la partie antérieure a &té délétée,
soit par l'extrémité Bal I (-0,05 kb), ou Kpn I (-0,63 kb)
ou Bgl I (-0,66 kb), notamment en cas de délétions par-
tielles de ladite partie antérieure.
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Avantageusement, le fragment d'ADN selon 1l'in-~-
vention est limité du coté de son extrémité 3', soit par
un site Bgl II (4,9 kb), soit par une extrémité Bgl I
(4,56 kb), soit Bal I (4,25 kb), soit Bam HI (3,9 kb). On
peut encore également caractériser les ADN selon l'inven-
tion par leurs capacitésd'hybridation avec les sondes
d'oligonucléotides dérivés de 1'ARN du poliovirus PV-1 et
résistant & la nucléase T1 et comportant des extrémités
nucléotidiques 5', dont les positions respectives dans la
séquence nucléotidique totale.de 1'ARN du poliovirus (re-
pérées en nombres (N) de paires de bases comptées 3 par-
tir de sa propre extrémité 5') sont les suivantes

N806 (oligonucléotide n° 2)

N3000 (oligonucléotide n° 1)

N4434 (oligonucléotide n° 9).

Ces derniers ADN selon l'invention peuvent &tre
obtenus par des variantes du procédé défini ci-dessus con-
sistant 3 cloner un cADN résultant soit de l'hydrolyse
totale du cADN entier correspondant au génome du polio-
virus PV-1 par l'enzyme de restriction Bgl I ou Bgl II,
soit de l'hydrolyse partielle par l'enzyme de restriction
Bal I ou Bam I, pour isoler les fragments ayant les lon-
gueurs voulues.

Il n'est pas sans intérét de noter ici que, dans
la mesure ol l'on recherche un cADN final conforme 3 1'in-
vention comprenant l'extrémité 5' intacte du génome de
PV-I, on peut également cloner le cADN résultant de la
recombinaison génétique de l'un des cADN parmi ceux pro-
duits 3 l'issue du clonage de l'hybride PV-1 cADN-ARN et
quli comporte la région d'extrémité 5' de PV1l, d'une part,
avec le cADN entier qui précéde, d'autre part, aprés trai-
tement de ces cADN avec l'une des enzymes de restriction
auxquelles correspondent des sites dans la région comune 3cesdeux cADN.

Le cADN final obtenu peut alors i son tour &tre
incorporé dans un vecteur, par exemple pBR322, dans les
conditions qui sont décrites plus loin ou des conditions
analogues, le vecteur entier &tant ensuite utilisé pour
transformer des cellules hdte approppiées dans lesquelles
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le fragment en question est susceptible d'8tre exprimé.

L'invention concerne donc &galement l'appli-
cation de ces ADN i la production de principes anti- =
géniques comprenant la transformation avec cet ADN
d'une cellule hote dans laquelle il est susceptible
d'étre exprimé, le cas &chéant aprés incorporation préa-
lable de cet ADN dans un vecteur approprié, contenant
un promoteur susceptible d'initier la traduction de cet
ADN dans ladite cellule hOte, et la récupération i par-
tir des cellules transformées ou de leur milieu de cul-
ture, selon le cas, des principes antigéniques produits.

On peut 3 cet &gard avoir recours 3 des tech-
niques désormais classiques.

Des caractéristiques complémentaires de 1l‘tinven-
tion apparaitront encore au cours de la description plus
détaillée qui suit de la mise en ceuvre. des différents aspects
de l'invention, notamment avec référence auxdessins, dans
lesquels les figures font apparaitre les faits suivants

La figure 1 fournit une représentation des
cartes de restriction de plusieurs des fragments de cADN
qui ont &té& obtenus aprés transformation de E. coli par
un cADN-ARN hybride du genre en question, lesdits frag-
ments d'ADN étant placés dans les positions relatives
permettant d'amener en alignement ©Ou en coincidence)

les régions qui leur sont communes, par conséquent les

sites de restriction communs et les emplacements dans les-

quels ils présentent des hybridations in situ avec cer-
tains des oligonucléotides numérotés résistant 3 la
RNase T1 ci-dessus visés (les numéros correspondant fi-
gurant sous une t®te de fléche et &tant précédés par le
signe "4"). Les signes utilisé&s pour repérer les régions
spécifiques aux sites de diverses enzymes de restriction
sont également d&finis dans la figure 1.

Les petites fléches correspondent & l'orienta-
tion des fragments d'insertion correspondants vis-i-vis
du vecteur porteur pBR322.

La figure 2 et la figure 3 sont des représenta-
tions de molécules hétéroduplex formées entre des frag-



10

15

0065924
8

ments délimités par des extrémités EcoRI, obtenues par
ouverture des plasmides contenant des fragments d'inser-
tion présentant eux-mémes des sé&quences nucl&otidigues
communes .

_ La figure 4 représente la carte de restriction
obtenue pour l'ensemble du génome du poliovirus. Les
positions des différents sites de restriction y sont
présentées. Y figurent également de facgon schématique
les positions relatives vis-3-vis du génome entier des
fragments d'insertion de ceux des clones qui ont été
retenus pour établir la carte de-restriction du genre

en question.
Les longueurs des différents fragments qui sé-

parent, soit deux sites identiques entre eux, soit un
site unique, lorsque tel est le cas des extrémités res-
pectivement 5' et 3' du génome entier du poliovirus, y
sont exprimées en nombre de kilobases.

Les figures 5a & 5h sont une représeration
schématique des différentes opérations qui ont 8té effec-
tuées pour produire un cADN conforme 3 l'invention.
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Construction et criblage ("screening") de clones contenant

des ADN recombinants

Une souche de poliovirus Mahoney appartenant
au sérotype PV-1 est développée dans des cultures de cel-
lules HEla en suspension et on extrait 1'ARN viral selon
la technique décrite par LEE et Coll. (référence 6).

Un e¢DNA est préparé 3 partir de ce RNA en mettant en
oeuvre une amorce constituée par un oligo(dT)10 et une
transcriptase réverse selon la mé&thode décrite par
KITAMURA et Coll. (référence 7). Les molécules hybrides
¢DNA-RNA obtenues sont purifiées par centrifugation dans
un gradient de sucrose neutre 15-30 %, les extrémités de
ces cDNA-RNA hybrides &tant ensuite rognées avec de la
RNase A (25 microgrammes/millilitre) et de la RNase Tl
(0,05 U/millilitre) en présence de NaCl 0,3 M. On allonge
les extrémités 3' des molécules obtenues par des fragments
poly (dC)sous la direction d'une transférase terminale. - De méme
on allonge les extrémités 5' d'un vecteur de clonage
PBR®2 préalablement ouvert au niveau de son site Pstl au
moyen de poly(dG), notamment selon la technique décrite
par NELSON et Coll. (référence 8). Le DNA de pBR322 ainsi
modifié (450 ng) et des molécules de cDNA-RNA comportant
les allongements terminaux de poly(dC) (300 ng) sont réu-
nis par hybridation, notamment par les techniques dé-
crites par WOOD et Coll. (référence 9) et ZAIN et Coll.
(référence 10), et utilisés pour transformer E.coli 1106
803rk-mk- (MURRAY et Coll., référence 11) (C.N.C.M.

le 19 mai 1981 sous le n° I-157).

Les clones bactériens contenant des ADN recom-
binants sont sélectionnés sur la base de leur résistance
4 la tétracycline et leur sensibilité 4 l'ampicilline.
800 colonies ont ainsi &té& isolées.

Analyse des cDNAs clonés a l'aide?d'enzymes/de restriction:

Les plasmides contenus dans les clones sus-
indiqués sont isolés et les c¢DNA contenus dans ces plas-
mides sont extraits par la technique des lysats clairs
selon CLEWEL et Coll. (référence 16). Les cDNA sont sépa-

rés par centrifugation jusqu'd 1l'équilibre dans des gra-
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dients de CsCl/ bromure d'éthidium ou selon la méthode
décrite par BIRNBOIM et Coll. (référence 17). Les

cDNA peuvent &tre purifiés davantage encore par cen-
trifugation dans un gradient de sucrose 5-40 %, notamment
en vue de l'étude analytique en microscopie é&lectroni-
que. Les analyses au moyen d'endonucléases de restric-
tion mettent en oeuvre des électrophoréses sur gel
d'agarose ou de polyacrylamide dans un tampon TAE(Tris
40 mM ,acétate 20 mM, pH 7,8, EDTA 2 mM). Les fragments
sont visualisés par UV, aprés coloration par le bromure
d'éthidium (2 ug/ml). Si nécessaire, on procd&de 3 une
purification supplémentaire des fragments de restriction
par électro-é&lution 3 partir du gel dans le tampon TAE
dilué au 1/10 et 3 une chromatographie sur des colonnes
d'hydroxyapatite, selon la technique décrite par MAY et
Coll. (référence 18). On procéde & la classification des
fragments selon une carte linaire par des doubles
digestions appropriées.

Etude des positions relatives des fragments de cDNA
clonés vis-3-vis du génome du poliovirus PV-1

Les clones ont é&té criblés ou triés au moyen d'une hy-
‘bridation in situ , en ayant recours i des molécules
courtes du cADN PV-1 3 brin simple marquées radio-
activement par du 32P, utilisées en tant que sonde spé-
cifique de 1l'extrémité 3' du génome du poliovirus PV1.
On a constaté qu'environ 10 % seulement des cellules
transformées ont donné lieu & une hybridation positive.

7 Pour identifier les autres clones onzaeurecmﬂsré
la technique d'hybridation sur filtre descoloniesde
Grunstein-Hogness (références 13,14), en mettant en
oeuvre, 3 titre de sondes d'hybridation, des oligonu-
cléotides du type sus-défini, résistant 3 la nucléase
~-T1 et dont les extrémités availient été marquées au 32P.

L'hybridation est effectuée pendant 60 heures '

.3 la température de 42°C, dans une solution dont la
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composition est la suivante 1 ¥ solution de Denhart (15)
2 x SSC (Nacl 0,30 M;citrate de sodium 0,030 M), EDTA
2 mM,KHePOu 25 mM (ajusté & PH 7,2 avec NaOH), SDS 0,5 %
et ARN de transfert de levure (Sigma) 5 ug/ml. Les filtres
5 ont été lavés U fois 3 42°C dans une solution de 1 X
Denhart, 2 x 88C, 0,5% SDS (chaque fois pendant une heure)
puis 3 fois dans 2 x SSC (chaque fois 10 minutes). Les fil-
tres ont &t& ensuite traités avec 2,5 ug/ml de RNase dans
une solution de 2xSSC i 41°C pendant U5 minutes, lavés
10 encore 3 fois dans 2xSSC, puis soumis 3 une autoradiogra-
phie. '
On a égalem;gt utilisé des sondes d'hybridation de =~

cADN marquées au ~ .P, gqui ont &été préparées par incubation
limitée d'ARN PV-1, avec une transcriptase réverse et des
15 oligo (dT)10 en présence de(a —BZP)'ou de fragments de
restriction dont les extrémités &taient marquées au 32p,
Les conditions d'hybridation ont &té celles décrites en
(14).
L'analyse de la taille des fragments d'insertion ori-
20 ginaires du cADN du poliovirus montre en outre qu'aucun
n'avait une longueur‘supérieure i 3,2kb.
Les hybridations observées ont permis, comme exposé ci-
apres, de classer les clones, comme cela résulte du tableau I
ci-aprés et de déterminer les pésitions relatives (mon-
25 trées dans la figure 1) des cADN clonés vis 3 vis du génome
 initial. ,
De la figure 1 découlent &galement les natures et
positions correspondantes des différents sites de restric-
tion qui existent dans le cADN du poliovirus entier.
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L'analyse des différents fragments d'insertion
a conduit aux résultats suivants.

Deux clones, pPV1-818 et pPV1-715 cqul se sont
hybridés avec la sonde spécifique duApADN de 1'extrémité 3
du poliovirus se sont aussi hybridés avec les digonucléo-
tides-T1 N° 8 et 4, lesquels se situent eux-mémes 3
1'intérieur de la séquence des 650 nucléotides qui s'Bten-
dent Z partir de l'extrémité 3' de 1'ARN correspondant du
poliovirus (7).

Comme représenté a la figure 1 les cartes de restric-
tion des fragments d'insertion correspondants ont &té disposésde
fagon 3 ce que les sites de restriction PVull et HindIII
communs 3 ces deux fragments 818 et 715 soient en aligne-
ment. On a ainsi pu constater que les positions de ces
deux sites coincidaient avec les sites correspondants dé&ji
connus pour ces deux enzymes dans le génome entier du
poliovirus, c'est & dire & des distances correspondant &
389 et 926 paires de basesde l'extrémité 3' du poliovirus.

Grace 3 l'établissement des cartes de restriction des
cADN contenus dans les clones pPV1-142, pPVi1-344 et pPvi-378%,
on a constaté l'existence d'un second site HindIII, situé
3 environ 0,45 kb en aval du précédent, et plus en aval
encore de sites de restriction Bgl IT et Bgl Iséparés
entre eux par environ 0,3 kb( Fig. 1). Leur corrélation
a été confirmée par la capacité qu'ont eu les deux frag-
ments pPV1-378 ét pPV1-818 de s'hybrider avec 1l'oligo-
nucléotide N° 5.

pPV1-142 a en outre donné lieu 3 une hybridation
avec 1l'oligonucléotide N° U4
b) Milieu du_génome

e n — ——— . - ———

Les cartes de restriction des clones s'hybridant
avec les oligonucléotides T1 connus pour s'hybrider avec
le génome de PV-1 dans sa partie centrale (N°1 et N° 9)
ont &té placés de fagon 3 amener en alignement les sites
Bgl 1 et Bgl II, séparés d'environ 0,3 kb ,que tous
deux possédaient également. Un fragment

BAD ORIGINAL @}
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de 2,8 kb contenu dans pPV1-120 répondait aussi 3 ces
conditions. Il s'est avéré contenir &galement des sites
de clivage par des enzymes de restriction supplémentaires,
dont la plupart étaient également dans le clone pPV1-341
(fig. 1).

Il est alors apparu que pPV1-120 devait avoir des
parties communes avecpPVi1-142 , pPV1-378 et pPV1-34l4; ce

qui a 8té confirmé par 1'étude des séquences présumées

homologues,par analyse au microscope é&lectronique de
molécules hétéroduplex formées entre les produits de
digestion par EcoRI contenant ces ADN. Les molécules hété-
roduplex formées entre les ADN pPV1-120 et pPV1-378 se
sont alors révélées présenter deux boucles D 3 brin simple
(B et D) ayant des longueurs de 2,3 : 0,35 et 1,16 iO,21kb
respectivement (fig.2), séparfes par une région centrale d'homo-
logie (C) de 715 £ 75 paires de bases comme la carte de

la figure 1 permettait de le prédire.

Le fait que le fragment de restriction Bgl I-Bgl II
de 0,3 kb pr ovenant de l'extrémité 3' de pPV1-120(fig.1)
préalablement purifié, préalablement marqué 3 son extrémité
au phosphore 32,s'hybridait in situ avec les clones
pPV1-344 et pPV1-378 a fourni une preuve supplémentaire

du recouvrement de ces deux clones.

De méme on a pu &tablir la présomption du recouvre-
ment des fragments d'insertion 120, 378, 34L et 142
comme indiqué figure 1.

Plusieurs clones on pu etre hybridés avec l'oligo-
nucléotide-T1 n® 2 (Tableau 1) situé 3 environ 800
nucléotides 3 partir de l'extrémité 5' (21) mais aucun
avec l'oligonucléotide de N° 21, qui se situe
au 85 éme nucléotide 3 partir de l'extrémité 5' (23).
Cependant on a pu formuler l'hypothése que plusieurs clones
chevauchaient la région du poliovirus en relation avec
l'oligonucléotide N° 21, en raison de la présence dans
ces clones de sites Bel T et KpnI dont les positions
étaient compatibles avec les positions 35 et 66
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qu'occupent les mémes sites dans PV-1 & proximité de son
extrémité 5'. Ces positions avaient elles-mémes é&té
déduites 3 partir de la séquence de nucléotides de
l'extrémité 5' de 1'ARN correspondant(23) . En parti-
culier ces deux sites ont été trouvés dans les clones
pPv1-846 et pPVI-366.L'analyse séquentielle des nucléo-
tides de 1'extrémité 5' de pPV1-366 a de plus conduit 3
la structure spécifique indiquée.

L'extrémité 5' de pPV1-366 comportait en outre un

bout terminal de 20 résidus 4G, suivi par 50 nucléotides

-dont 1la ééqueﬁce est en accord parfait avec celle déter-

minée pour l'extrémité 5' de 1'ARN (23,24) correspondant &
PV1. Il en résultait que le fragment d'insertion du clone
pPV1-366 commengait exactement au premier nuclZotide du gériome
du poliovims..La,différence, voirel'impossibilité pour le
nucléotide n° 21 de former un hybride stable avec pPVi-
366 ou pPV1i-846 dans le test d'hybridation peut vraisemblable-
ment &tre attribuée 3 la petite taille de la sondde.
' Le fragment d'insertion 846 ayant une longueur de
3,2 kb s'est révélé contenir aussi un second site Kpn I
situé 3.3 kb du premier, et proche (environ 0,1 kb) d'un
site Hae II. Puisque le fragment d'insertion 120 présen-
tait aussi, 3@ proximité de son extrémité 5',des sites Kpn I
et Hae IT séparés par environ 0,1 kb,on pouvait formuler
l'hypothése selon laquelle la région d'extrémité 3' du
fragment d'insertion 846 et la région d'extrémité 5' du
fragment d'insertion 120 présentaient la séquence commune
de nucléotide schématisé 3 la figure 1.

Cette hypothése a été renforcée par l'observation
que les deux clones s'hybridaient & 1l'oligonucléotide

n® 1, dont 1la localisation dans 1la région correspondante de
1'ARN de PV1 est connue (21).

La configuration du chevauchement ou recouvrement
entre pPV1-846 et pPV1-120 a &t& obtenue par 1l'examen au
microcospe &lectronique des molécules hétéroduplex formées

entre les fragments obtenus par cdiczestion de ces plasmides
en présence d'EcoRI. .

Les molécules hdtéroduplex (fig. 3) ont présenté deux boucles
D & double brin (G et _];)‘, ayant des longueurs respectives de

BAD ORIGINAL
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3,28.i 0,52 et 2,82 : 0,4, séparées par une région
homologue centrale (H) de 195 I 50 paires de bases, comme
prévu"d'aprés la carte de la figure 1. L'hybridation
in situ avec le clone bactérien pPV1-846 du fragment
d'extrémité 5' pst I - pst I de 0,45 kb, extrait de pVi-
120 purifié et marqué au 32P,venait apporter une preuve
supplémentaire du recouvrement.

—— . ——— " — ———

La carte de restriction du génome PV-1 pouvait en
conséquence etre reconstituée 3 partir de ceux des
clones successifs donnant lieu @ recouvrement mutuel,
notamment des fragments d'insertion 846,120, 142 et 751.
La carte de restriction représentée fig. 4 du génome total
du poliovirus PV1 découle par conséquent des analyses par
les enzymes de restriction des susdits fragments d'inser-
tion

L'extrémité 5' du fragment 366 coincide avec 1le
nucléotide terminal 5' réel de PV1.

A 1'inverse le fragment 751 coincide avec la région
d'extrémité 3' de PV1.

La taille de quelques fragments de restriction

[4

principaux et leurs emplacements relatifs vis 3 vis du.
génome entier sont données 3 la figure 4 avec une orécision
dtenviron I 200 paires de bases pour les plus longs, et
: 50 paires de bases pour les plus courts. '

D'aprds les données de la figure 5, le génome entier
comporte de 7 U400 3 7 500 nucléotides, ce qui est en ac-

cord avec des déterminations antérieures.

11 apparaitra donc clairement au spécialiste que
la description qui précéde définit la méthodologie 3
appliquer pour reproduire des essais de transformation de
E.coliavec un vecteur,de préférence un plasmide,dans lequel
aura auparavant été inséré un PV1-cADN-ARN hybride, pour
isoler les clones contenant des fragments de cADN de PVi,et

BAD ORIGINAL ;(9}
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pour les analyser et repérer leurs emplacements relatifs
vis 3 vis du génome entier initial dans la mesure ou
ils seraient différents des précédents.

I1 est alors possible de reconstruire des cADN plus
longs par recombinaison in vitro des fragments de cADN
correspondants qui comportent des parties en chevauchement,
en ayant recours aux enzymes de restriction communs

appropriés, notamment selon la technique dont un exemple est
décrit ci-aprés '
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Exemple de production d'un cADN caractéristique, conforme
&2 l'invention.

— o ———————— . ——— o ——— - - ———— - —— ot St e o A
—— - ——— - - =

-l e - s -

On procéde & la recombinaison des deux plasmides des
clones pPVI-846 et pPVI-120.

On rappelle que
- le clone pPVI-846 couvre la région du génome du poliovirus
qui s'étend du nucléotide 1(X 35) au nucléotide 3100 environ
I1 porte 2 sites de coupure paf 1'enzyme de r'e'stric‘cion Kpn I
( positions 66 et 3050). Il n'a aucun site EcoRI (figuré
5a) ;
- le clone pPVI-120 couvre la région du génome du polio-
virus qui s'étend du nucléotide 2950 au nucléotide 5650
environ. Il porte 2 sites Kpn I (positions 3050 et 3 548.

Il n'a aucun site EcoRI ni Aval (figure 5b ). 7

Le plasmide pBR322 dont sont dérivés les deux plasmi-
des susdits, a dans son génome unsite EcoRI (position 4359)
un site Aval (1424), aucun site Kpn I.

Les plasmides et fragments d'ADN produits au cours
des opérations de recombinaison sont représentés schéma-
tiquement dans les figures 5a d 5h . Les parties re-
présentées en zigzag sont originaires des cDNA correspondat
3 des parties du poliovirus, celles en lignes pleines du
plasmide pBR 322

Procédure de recombinaison

1. Hydrolyse des DNA clonés par des enzymes de restriction

1.1. L'ADN du plasmide pPVI-8L46 est hydrolysé
complétement par EccRI. La forme linéaire du DNA plasmi-
dique ainsi obtenue (figure 5c) est hydrolysée par digeé-
tion partielle avec Kpn I; les fragments obtenus (figure 5d)
sont séparés par électrophorése en gel d'agarose 3 0.7 %.

Le fragment de taille 6.6 kbp est sélectionné.

Il représente en effet la ;équence du plasmide pBR322 du
site EcoRIau site_EEP I, prolongée de celle du DNA corres-

la séquence du poliovirus qui s'étend du nuclé-
35) au nucléotide 3050 (2e site KpnI).

pondant
otide 1

4+ s
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1.2. L'ADN du clone pPVI-120 est hydrolysé dans
une digestion compléte par Aval et EcoBl formant ainsi
2 fragments de tailles différentes (figureSe ). L'ADN
est hydrolysé ensuite partiellement par Xpn I. Les

fragments ainsi obtenus (figure 5f) sont séparés par &lec-
trophorése en gel d'agarose 3 0,7 %. '

Le fragment de taille 3.55 kbp est sélectionné. 11
représente en effet la séquence du c¢DNA du poliovirus allart
du nucléotide 3050 (2e site Kpn Ij au nucléotide 5650
environ, prolongée de celle des 752 paires de bases du
segment Pst I-EcoRIdu plasmide pBR322.

2. Extraction des fragments de DNA des gels

2.1. Les fragments sont visualisés dans les gels par
coloration au bromure d'éthidium; ceux de la taille voulue
sont extraits des gels par électroélution en sac 3 dialyse.

2.2. Le matériel ainsi obtenu est purifié et concen-

-

treé.

3. Recollage des fragments (recombinaison)

Les deux fragments sélectionnés provenant des clones
pPVI-846 et pPVI-120 et décrits ci-dessus sont mélangés et
recollés 3 1'aide de la DNA ligase du phage T4 . Les bouts
collants formés aux points de coupure par EcoRI et Kpn et

portés 3@ chaque extrémité des deux fragments favorisent
leur recollage et assurent gue celui-ci ne puisse se faire
que dans le sens désiré (figures 5g et 5h).

Le génome du plasmide pBR322 est ainsi reconstitué
sans modification ni délétion dans le plasmide recombinant.
En particulier, les régions nécessaires i sa réplication
et 3 l'expression de la résistance 3 la tétracycline nesont:
pas touchées.

4. Transformation de la souche E.coli 1106

Les fragments des plasmides pPVI-846 et -120 recollés
par leurs sites Kpn I et EcoRI sont mises en contact avec
des bactéries compétentes de souche E.colil 1106 dans les
conditions de transformation. Les colonies de bactéries

résistantes 8 la tétracycline et sensibles 3 l'ampicilline
sont s&lectionnées.
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5. Analyse des nouveaux clones

5.1 Le DNA plasmidique des bactéries tétracycline
résistantes est purifié. Sa masse est déterminée par élec-~
trophorése en gel d'agarose. Elle est égale 3 celle du
plasmide pBR322 augmentée des 5650 paires de bases du cDNA
viral formé par recombinaison. '

5.2 L'hybridation in vitro des cDNA ainsi obtenus
avec des sondes spécifiques provenant des clones pPVI-846

‘et pPVI-120 permet la vérification de la présence dans un

seul clone recombinant du matériel génétique du poliovirus
inséré originellement dans les deux clones parentaux.

5.3 L'analyse détaillée des nouveaux clones est
effectuée par les méthodes utilisées antérieurement pour
1'étude des clones déjid caractérisés (cartographie physique
par enzymes de restriction, microscopie électronique,
séquence, pouvoir pathogéne, etc.).

5.4 Le cDNA porté par le plasmide recombinant (pPV1-X)

porte l'information génétique nécessaire 3 la synth2se de
la protéine pl, précurseur des protéines de capside VP4

:(nucléotiQes 741 3 975), VP2 (nucléotides 976 3 1818),

VP3 (1819 3 2562) et VP1 (2563 3 3501), suivie de celles

qui correspondent & la protéine p2 (précurseur notamment

de la protéine NCVPX) et au début de la protéine p3.
L'ensemble couvre environ 5650 des 7432 bases du génome

viral.

" Le plasmide pPVI-846 a ét& déposé& 3 la C.N.C.M. sous
le n° I-155 et le plasmide 120 sous le n® I-156 le 19 mai
1981.

L'invention s'é&tend bien entendu & tous fragments
d'ADN &quivalents, notamment ceux dérivés des poliovirus
appartenant 3 d'autres sérotypes, tels que ceux désignés
sous les abréviations PV2 et PV3, et dépourvus des parties
de géne codant pour les enzymes intervenant dans la répli-
cation de ces virus. Les méthodes de fabrication des frag-
ments de g@ne dérivés de PV1 s'appliquent de la méme fagon
g8 1l'obtention 4'ADN correspondants de PV2 et PV3.

L'invention concerne également les fragments plus pe-

tits, notamment tels que ceux codant pour la protéine pl
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(voir partie P1 sur la figure 4), notamment ceux s'éten-
dant jusqu'3d de 3 & U4 kilobases de l'extrémité 5' du gé-
nome du poliovirus. Ils sont utiles entre autres en tant
que produits intermédiaires pour la fabrication des frag-
"ments plus grands décrits ci-dessus. Ils sont également
intéressants par les produits d'expression dont ils di-
rigent la fabrication dans des bactéries compétentes.
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REVENDICATIONS

) 1 - ADN caractdrisé en ce qu'il conSiste ou e;t_for-
mé d'un segment hybridable 4 une partie du poliovirus du type PV-1,
ce segment codant pour les protéines de capside et pour les Eventu-
elles protéases nécessaires au découpage de celles-ci, cepen-
dant essentiellement & 1l'exclusion d'un fragment hybri-
dable avec la partie terminale du poliovirus, comportant
au moins 1,7 8 1,8 kilobases i partir de son extrémité
terminale 3' et codant pour les protéines intervenant
dans la réplication du poliovirus.

2 - DN selon la revendication 1, caractérisé
en ce qu'il comprend, du c0té de son extrémité 5', les
nucléotides d'extrémité du poliovirus du type PV-1,
plus particuliérement la séquence

10 20 30 bho -
(G)ZO TTAAAACAGC TCTGGGGTTG TACCCACCCC AGAGGCCCAC
50 60 - 70 80
GTGGCGGCTA GTACTCCGGT ATTGCGGTAC CCTTGTACGC
g0 - 100
- CTGTTTTATA CTCCCTTCCC
3 - ADN selon la revendication 1 ou la reven-
dication 2, caractérisé par une série successive de
sites de restriction dont les positions vis-3-vis d'un
site Bam HI de référence, lui-méme situé 3 une distance
de l'ordre de 0,7 kb de 1l'extrémité 5' du génome du
poliovirus sont les suivantes (distances exprimées en
kb et affectées d'un signe moins "-", pour ceux des si-
tes situés entre ladite extrémité 5' du génome du polio-
virus et du site BamHI considéré)
Pst I : 1,1 5 1,55 5 2,75
Pvu II : 2,6
Kpn I : -0,63 ; 2,77 ; 3,37
Bgl II : 4,9
Bam HI : -0,45 ; 1,4 ; 3,9

Bal I : -0,05 ; 2,80 ; 3 s b,25
Bst EII: 2,55 ; 3,20
Bgl I : -0,66 ; 4,56

Bel I :« 2,50 ; 3,25
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4 - ADN selon la revendication 3, caractérisé

par une extrémité 5' formée,soit par le site Bam HI de

-référence, lorsque toute la partie antérieure a été dé-

1étée, soit par l'extrémité Bal I (-0,05 kb), ou Kpn I
(-0,63 kb) ou Bgl I (-0,66 kb), notamment en cas de délé-
tions partielles de ladite partie antérieure.

5 - ADN selon la revendication 4, caractérisé
par une extrémité 3',soit Bgl II (4,9 kb), soit Bgl I —
(4,56 kb), soit Bal I (4,25 kb), soit Bam HI (3,9 kb).

6 - ADN selon l'une quelconque des revendica~
tions 1 8 5, caractérisé par sa capacité d'hybridation
avec les sondes d'oligonucléotides dérivés de 1'ARN du
poliovirus PV-1 et résistant & la nucléase T1 et compor-
tant des extrémités nucléotidiques 5', dont les positions
respectives dans la séquence nucléotidique totale de
1'ARN du poliovirus (repérées en nombres (N) de paires
de bases comptées 3 partir de sa propre extrémité 5')
sont les suivantes : 7

N806 (oligonucléotide n® 2)

N3000 (oligonucléotide n° 1)

N4434 (oligonucléotide n® 9).

7 - ADN selon l'une quelconque des revendica-
tions 1 3 6 , caractérisé en ce qu'il est incorporé 3 un
vecteur, plus particuliérement plasmide, notamment du
type pBR 322.

8 - Procédé de fabrication d'un ADN conforme
& la revendication 1, caractérisé en ce qu'il comprend
une opération d'hydrolyse totale ou partielle selon le cas
d'un cADN'correspondant au poliovirus PV-1, sous l'action
d'une enzyme de restriction Bgl.II, Bgl I, Bal I ou
Bam HI et la récupération de celui des fragments qui est
hybridable avec les susdits oligonucléotidés n° 2, 1 et 9.

9 - Procédé selon la revendication 8, caracté-
risé en ce qu'il comprend en outre, s'il en est besoin,
notamment en vue de la fabrication d'un ADN conforme &
la revendication 2 ou 3, le clonage dans une cellule hdte
appropriée d'un cADN-ARN hybride comprenant une extrémité
5' correspondant 3 l'extrémité 5' du poliovirus PV-1, 1la
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récupération de deux des clones qui contiennent alors un
cADN comportant ladite extrémité, la détermination des
zones communes ou de recouvrement de ce dernier cADN et du
¢cADN précédemment obtenu, la réalisation d'une recombinai-
son génétique entre ces deux C¢ADN, notamment par la mise
en Jjeu d'une des enzymes de restriction auxquelles corres-
pondent, dans lesdites zones de recouvrement, des sites

de restriction communs.

10 - Application d'un ADN conforme i l'une
quelconque des revendications 1 i3 7 & la production de
principes antigéniques, comprenant la transformation avec
cet ADN d'une cellule hote dans laquelle il est suscep-
tible d'etre exprimé, le cas &chéant aprés incorporation
préalable de cet ADN dans un vecteur approprié, contenant
un promoteur susceptible d'initier la traduction de cet
ADN dans ladite cellule hGte, et la récupération 3 par-
tir des cellules transformées ou de leur milieu de cul-

ture, selon le cas, des principes antigéniques produits.
11 - Micro-organisme, tel que bactérie E.colz,

hébergeant un ADN conforme 2 l'une quelcongue des reven-
dications 1 3 7.
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